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Resumo

A partir de 2022, o EUCAST validou o teste rapido de sensibilidade aos antimicrobianos diretamente do frasco de hemocultura positiva (RAST) para
tempo de incubacao estendido. O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho do teste em hemoculturas positivas para Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae, ap6s 16-20 horas de incubacdo, por meio de comparagdo com o antibiograma convencional realizado. O estudo demonstrou que o RAST
pode ser util na rotina de um laboratério de microbiologia com pouco acesso a automacéo, diminuindo em 1 dia o tempo para obtencao do resultado
do antibiograma.
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Abstract

Since 2022 EUCAST has developed a method for rapid antimicrobial susceptibility testing directly from positive blood culture bottles (RAST) for extended
incubation time. The objective of this study was to evaluate the performance of the test in blood cultures positive for Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae, after 16 to 20 hours of incubation, by comparison with the conventional antimicrobial test that was performed. The study demonstrated
that RAST can be useful in the routine of a microbiology laboratory with little access to automation, reducing the time to obtain the result by 1 day.
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INTRODUCAO

O laboratério de microbiologia clinica tem grande impor-
tancia no diagnéstico das infeccoes de corrente sanguinea
(ICS). A decisdo definitiva de qual antimicrobiano devera
ser usado, apds o inicio de terapia empirica, é baseada no
resultado de testes de sensibilidade in vitro, mediante o
crescimento bacteriano nas culturas de rotina.” O uso de
metodologias mais rapidas tem o potencial de reduzir o
tempo de terapia empirica e de inicio de terapia especifica
com antimicrobianos sensiveis in vitro, podendo prevenir a
emergéncia e disseminacao de cepas resistentes, reduzindo
os custos hospitalares e a mortalidade.??

A metodologia de disco-difusao é uma metodologia clds-
sica muito usada na realizacao do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos (TSA).” O método é simples, de baixo custo,
reproduzivel, permitindo a testagem de varios antibioticos
ao mesmo tempo.? No entanto, o TSA requer um inéculo
definido a partir de uma cultura pura e incubacao overnight,®
levando-se pelo menos 2 dias para a obtencao do resultado a
partir da sinalizacao da hemocultura como positiva.?

Neste contexto, em novembro de 2018, o EUCAST (Euro-
pean Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing)
padronizou o teste rapido de sensibilidade aos antimicro-
bianos (RAST), que pode ser realizado diretamente do frasco
de hemocultura positiva com leitura apds 4, 6 e 8 horas de
incubacado.® No entanto, o teste estava limitado a laboratérios
de microbiologia capazes de identificar a bactéria dentro
desse tempo, uma vez que a interpretacdo do teste é reali-
zada de acordo com a bactéria. A partir de 2022, o EUCAST
RAST foi validado também para 16-20 horas de incubacao,
mediante critérios de leitura e interpretacao especificos,
em situagdes em que a leitura apos incubacao menor nao
pode ser realizada, de acordo com a logistica e limitagdes
do laboratério de microbiologia.®”

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho do
RAST na rotina laboratorial, diretamente em amostras de
hemocultura positivas para Escherichia coli e Klebsiella pneu-
moniae apés 16-20 horas de incubagao, por meio de compa-
racdo com o antibiograma convencional realizado a partir
do crescimento bacteriano em meio sélido.

MATERIAL E METODOS
O estudo foi realizado no setor de microbiologia do

laboratério do Hospital Julia Kubitschek (HJK). HIK é um
hospital geral, publico, de abrangéncia regional e que faz

parte do complexo de especialidades da Fundacao Hospitalar
do Estado de Minas Gerais (FHEMIG).

Trata-se de um trabalho descritivo e comparativo para
avaliar o desempenho do RAST em comparagdo com o método
de disco-difusao padrao (método padrao) utilizado na rotina.
Foram incluidas amostras de hemocultura positivas para E.
coli e K. pneumoniae. O trabalho foi aprovado no comité de
ética e pesquisa da FHEMIG, CAAE 74524523.6.0000.5119.

Os frascos de hemocultura (Bactec Plus aerébico, Bactec
Plus anaerébico e Bactec Plus pediatrico, Beckton-Dickin-
son, USA) foram incubados no equipamento BD BACTEC
FX a 35°C (Beckton-Dickinson, USA). Os frascos positivos
foram removidos e corados pela metodologia de Gram. A
positividade da cultura e o resultado da coloracao de Gram
foram comunicados aos clinicos pelo setor de microbiologia,
conforme protocolo ja estabelecido na instituicdo.

A metodologia RAST foi realizada de acordo com o
protocolo do EUCAST,® com a modificagdo no volume uti-
lizado,””? em que 250ul do meio liquido da hemocultura
positiva foram semeados por estriamento em placa de dgar
Mueller-Hinton 150mm (Plastlabor’, Rio de Janeiro, Brasil),
assegurando-se a distribuicdo uniforme do inoculo. Os seguin-
tes discos de antimicrobianos foram colocados: amicacina 30
Mg, gentamicina 10ug, imipeném 10ug, meropeném 10ug,
sulfametoxazol-trimetoprima 23,75-1,25ug, ciprofloxacina
5ug, piperacilina-tazobactam 30/6pug e cefotaxima 5ug. As
placas foram incubadas a 35+1°C.

Como aidentificacao bacteriana deve ser realizada antes
daleitura do RAST, uma vez que a interpretacéo é especifica
para cada espécie, o meio liquido da hemocultura positiva
foi semeado também em agar cromogénico CHROmagar
Orientation (Plastlabor’, Rio de Janeiro, Brasil).

Ap6s 16-20 horas de incubacgao, caso o meio cromogé-
nico indicasse crescimento de E. coli ou de K. pneumoniae,
a leitura da placa do RAST era realizada visualmente pelos
microbiologistas, por meio da medicao dos halos. A placa
de meio cromogénico foi também utilizada como meio pri-
mario para a realizacdo das provas bioquimicas tradicionais
de identificacdo bacteriana e do antibiograma pelo método
padrao (MP), segundo o documento anual do BrCAST (Bra-
zilian Committee on Antimicrobial susceptibility Testing).®

O nivel de concordancia foi avaliado por meio de coe-
ficiente kappa (k), utilizando-se o software epitools.ausvet.
com.au/comparetwotests. Os erros encontrados foram clas-
sificados da seguinte forma: muito importante (método
padrao resistente e RAST sensivel), importante (método
padrao sensivel e RAST resistente) e menor (reportado como
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sensivel aumentando a exposicao por um método e sensivel
ou resistente por outro). Alguns didametros foram também
classificados como “area de incerteza técnica (AIT)" e foram
excluidos da analise.

As recomendacdes do U.S Food and Drug Adminstration
(FDA) foram usadas na aprovacao do teste: concordancia
>90%, erro muito importante <1,5%, erro importante 3,0%
e erro menor <10%).@

O controle de qualidade (CQ) dos discos de antimicro-
bianos e dos meios de cultura foi realizado de acordo com
a padronizacao anual do BrCAST (Suspensao 0,5 McFarland
com 16-20 horas de incubagao a 35+1°C).®

Para calibrar e validar o protocolo RAST, o CQ foi realizado
em dias consecutivos, inoculando-se TmL de suspensao
bacteriana contendo 100-200 UFC (0,5 McFarland diluida a
1:1.000.000) da cepa de E. coli ATCC 25922 em um frasco de
hemocultura com 5mL de sangue estéril. Os frascos inocu-
lados foram incubados no equipamento e processadas pelo
RAST, quando sinalizados como positivos.©?

Comparacao entre 0 RAST com leitura em 16-20 horas e 0 método padrao (MP)

RESULTADOS

De agosto de 2023 a janeiro de 2024, foram 47 amostras
de hemoculturas positivas com bastonetes Gram-negativos.
Foram excluidas da analise 14 amostras nas quais houve o
isolamento de outras Enterobacterales (6/14), bastonetes Gram-
-negativos ndo fermentadores (6/14) e cultura mista (2/14). Foi
incluido um total de 33 amostras, das quais 22 (66,7%) foram
identificadas como E. colie 11 (33,3%) como K. pneumoniae.

Quando comparada ao método padrao, aamicacinaea
piperacilina-tazobactam foram os antimicrobianos que apre-
sentaram menor concordancia kappa e maior porcentagem de
erros muito importantes, 6,1 e 6,2%, respectivamente. Outro
erro importante foi encontrado para a gentamicina (3%). Para
o meropeném, houve apenas 1 erro menor, relacionadoa uma
cepa categorizada como sensivel, aumentando a exposicao
no método padrao, com resisténcia no RAST. Para os demais
antimicrobianos testados nao foram encontrados erros, de
acordo com Tabela 1.

Perfil de sensibilidade Niimero (%) de:
Antimicrobiano Método AIT Kappa
S I R EMI El EM
Amicacina RAST 28 0 8 0
[
n=33 MP 26 0 7 0 0,798 2(6,1%) 0 0
Imipeném RAST 29 0 4 0
n=33 MP 29 0 4 0 ! 0 0 0
Meropeném RAST 29 0 4 0 0
n=33 MP 29 1 3 0 0,86 0 0 1(3%)
Sulfazotrem RAST 17 0 16 0 . 0 0 0
n=33 MP 17 0 16 0
Ciprofloxacino RAST 18 0 10 5 1 0 0 0
n=28 MP 18 0 10 0
Cefotaxima RAST 18 0 14 1
n=32 MP 18 0 14 0 ! 0 0 0
PIP-TAZ RAST 27 0 5 1 N
n=32 MP 25 0 7 0 0,796 2(6,2%) 0 0
Gentamicina RAST 27 0 6 0
0,
n=33 MP 26 0 7 0 0,504 16%) 0 0

Legenda: AlT, drea de incerteza técnica; EMI, erro muito importante; El, erro importante; EM, erro menor; PIP-TAZ, Piperacilina-Tazobactam; S, sensivel; I, sensivel aumentando a exposicdo; R, resistente.
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DISCUSSAO

O antibiograma convencional pela técnica de disco-di-
fusdo requer 2 dias de trabalho apos a sinalizacao de uma
hemocultura positiva. Nas infeccdes de corrente sanguinea
por bactérias Gram-negativas, novos testes sao necessarios
para diminuir o tempo de obtencéo de resultados microbio-
I6gicos confidveis. O escalonamento rapido é necesséario em
infeccdes por bactérias resistentes. Por outro lado, o desca-
lonamento pode permitir o uso de um antimicrobiano de
menor espectro, evitando a potencial promocéo de resisténcia
ocasionada pela pressao seletiva na microbiota.”

A metodologia EUCAST RAST realizada diretamente do
frasco de hemocultura positiva tem o potencial de diminuir
o tempo para a obtencao do resultado do teste de sensibi-
lidade. A padronizacdo do tempo de leitura estendido para
16-20 horas de incubacao permitiu a utilizacdo de um meio
cromogénico para identificar presuntivamente E. coli e K.
pneumoniae, realizando-se a leitura do RAST com os valores
de halos de inibicao para cada bactéria.

Com relacao ao imipeném, os resultados foram similares
aos encontrados por outros autores,”’ com concordancia
absoluta em 38 amostras, ap6s 16-20 horas de incubacao.
Para o meropeném foi encontrado apenas 1 erro menor,
em que o RAST classificou como resistente e o MP como
sensivel aumentando a exposicdo, em uma cepa de K. pneu-
moniae produtora de carbapenemase do tipo KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase). A deteccédo de resisténcia ao
imipeném e ao meropeném pelo RAST também permitiu que
a pesquisa da producao de carbapenemases fosse realizada
no mesmo momento, utilizando-se método cromatografico
NG CARBA 5 (NG-Biotech’, Franca) a partir do crescimento no
meio Mueller-Hinton ou do meio cromogénico.

Nas outras 3 cepas com concordancia foram detectadas
2 cepas produtoras de KPC e 1 co-produtora de KPC e NDM
(Nova Delhi metalobetalactamase). Tais resultados mostram
que o RAST pode ser uma ferramenta util no escalonamento
de antimicrobianos.®

Alguns autores relataram erros importantesem 16 de 31
amostras para a PIP-TAZO, porém para tempos de incubagao
menores." Bianco et al. sugerem que, com tempo de leitura
estendido para 16-20 horas, ha um aumento da performance
do teste, com maior grau de concordancia, reducdo de erros
muito importantes e reducao da porcentagem de resultados
dentro da AIT. Porém, para a PIP-TAZO, o presente estudo
encontrou 2 erros muito importantes (6,2%) e o teste para

este antimicrobiano néo foi validado de acordo com os
critérios utilizados.

Para a amicacina, também foram encontrados 2 erros
muito importantes (6,1%). Outros autores nao encontraram
EMI ou El para o antimicrobiano quando o tempo de leitura
foi estendido para 16-20 horas.” Para a gentamicina, ape-
sar de grau de concordancia kappa muito bom (0,904), foi
encontrado 1 EMI (3%). Nao foram observados erros para
os outros antimicrobianos avaliados, entretanto o RAST nao
pode ser interpretado para o ciprofloxacino em 5 cepas por
estar dentro da AlT.

Um dos fatores que pode levar a resultados discordantes
é a falta de um inéculo controlado no frasco de hemocul-
tura positiva, diferentemente do TSA tradicional, no qual
é padronizado um inéculo bacteriano de 0,5 na escala de
MacFarland.”? Outros fatores como a qualidade do meio de
cultura e problemas técnicos na realizacdo da metodologia
também podem contribuir. No entanto, os resultados obtidos
neste estudo indicam que o RAST é comparavel ao método
padrdo para testar a sensibilidade ao imipeném, meropeném,
sulfametoxazol-trimetoprima, ciprofloxacino e cefotaxima.

Uma das limitagées deste estudo foi o nimero pequeno
de cepas resistentes, especialmente para os carbapenémicos
(4/33). No entanto, a partir da validacao do teste para uso
em rotina, novas amostras serao incluidas e estudos para
avaliar o impacto clinico com a realizacao do RAST poderao
ser realizados.

CONCLUSAO

O estudo demonstrou que o RAST pode ser Util narotina
de um laboratério de microbiologia com pouco acesso a
automacao, diminuindo em 1 dia o tempo para obtencao
do resultado de um teste de sensibilidade para E. coli e K.
pneumoniae a antimicrobianos utilizados na pratica clinica,
em um hospital de grande porte. Para os antimicrobianos
que apresentaram EMI, novos estudos deverao ser realizados
com um maior nimero de amostras.

SUPORTE FINANCEIRO

A pesquisa nado recebeu financiamento para a sua
realizagao.

O presente trabalho foi realizado com o apoio dos fun-
ciondrios do setor de Microbiologia do Laboratério do HIK
e da FHEMIG.
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